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論文内容の要旨
麹菌 Aspergillus oryzae の生産するプロテアーゼは，醤油醸造において原料タンパク質を分解し，醤油の呈味成分
であるアミノ酸やペプチドを生成する重要な働きを行っている。本論文は，麹菌のフ。ロテアーゼの改良を行うにおい
て，基礎的に必要な本酵素の分子生物学知見を得るため，アルカリプロテアーゼと中性プロテアーゼ E の2種のプロ
テアーゼを対象として， cDNA のクローニングと酵母 Sacchαromyces cerevisiαe を宿主とした発現分泌について行っ
た研究成果をまとめたもので，以下の7章から構成されているO
第1章は緒論であり，これまでの麹菌プロテアーゼに関する研究の経緯と近年の分子生物学の進展について述べ，
本研究の目的と意義を明らかにした。
第2章では，アルカリプロテアーゼ cDNA のクローニングを行い，その塩基配列を決定することにより，アルカリ
プロテアーゼは一次的にはプレプロ型として翻訳生産されること，また，そのアミノ酸配列はセリンプロテアーゼで
あるサチライシンと約30%の類似性があることを述べた。
第3章では，プレプロ型アルカリプロテアーゼ cDNA を酵母宿主において発現させたところ 活性のある成熟型ア
ルカリプロテアーゼが分泌され，その性質は麹菌の生産するアルカリプロテアーゼと一致することを示した。また，
自己のタンパク質消化活性が，フ。ロ領域の除去と分泌の両方に必要で、あることを示唆した。
第4章では，中性フ。ロテアーゼ IIcDNA のクローニングを行い，本酵素もプレプロ型として翻訳されることを明ら
かにした。さらに，その塩基配列から推定されるアミノ酸配列について，類似性検索により，中性プロテアーゼ E は，
既知のいずれのプロテアーゼとも異なる新しい型の金属プロテアーゼであることを提唱した。
第5章では，プレプロ型中性プロテアーゼ II cDNA を酵母宿主において発現させたところ，活性のある成熟型中性
プロテアーゼが生産され，その諸性質は麹菌の生産する中性プロテアーゼと一致することを示した。フ。ロ型より成熟
型へのプロセシングは，自己の触媒活性により消化される可能性と，宿主酵母細胞の金属フ。ロテアーゼによる可能性
が考えられた。
第6章は総合考察であり，本研究で得られた成果を総括するとともに，今後の展望について述べた。
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第7章では本研究の内容を要約した。
論文審査の結果の要旨
麹菌の生産すろプロテアーゼは醤油醸造において最も重要な酵素であると考えられている。しかしながら，その
分子生物学的な知見は少ない。本研究では，これらのフ。ロテアーゼのうち，アルカリプロテアーゼと中性プロテアー
ゼH に注目し， cDNA Aの構造解析および、酵母で、の発現を行った結果をまとめたものであり，主な成果は次の通りで
ある。
1)アルカリプロテアーゼおよび中性プロテアーゼE の cDNA の分離を行い，それらの塩基配列よりタンパク質の
一次構造を推定している。両酵素はともに，プレプロ型として生産されることを明らかにしさらに，その構造
から，アルカリプロテアーゼはサチライシンファミリーに属するセリンプロテアーゼであること，また，中性プ
ロテアーゼE は新しい型の金属プロテアーゼであることを提唱している。
2) アルカリプロテアーゼおよび中性プロテアーゼE の cDNA を酵母に導入し，発現させることに成功している。
また，その酵母で生産した2種のプロテアーゼは，それぞれ，麹菌より生産された酵素と同じ性質を示すことを見
いだしている。このことは，酵母での発現系により，両プロテアーゼのタンパク質工学的研究が可能であること
を示しているO
3) アルカリプロテアーゼおよび中性プロテアーゼE のプロ体より成熟体へのプロセシングは，自己のタンパク質
消化活性によることを示唆している。他の数種の微生物由来のプロテアーゼにおいても同様の結果が報告されて
おり，麹菌のフ。ロテアーゼも例外でないことを示している。
以上のように，本論文は麹菌の2種のフ。ロテアーゼについて，多くの新しい知見を与えており，その成果は基礎分子
生物学および醸造微生物の育種に貢献するところが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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